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BEVEZETES, CELKITUZESEK

Az elso testi sejtbol elddllitott dllat sziiletése 6ta eltelt mintegy 10 év intenziv
kutatdsai ellenére is a sejtmagdtiiltetéses klonozds hatékonysiga meglehetdsen
alacsonynak tekinthetd, ami a fé gatld6 tényezdje a mddszer széles kora
alkalmazdséanak. Jelenleg a sejtmagatiiltetéssel eldallitott embridk csak mintegy 1-4%-
abol lesz €16 utdd. A hatékonysag novelése céljabdl a technoldgia Gsszes 1€pésének
javitasa sziikséges. A sejtmagatiiltetéssel mddositott petesejtek fejlodési programjanak
beinditdsa valamint a tenyésztéskori optimdlis koriilmények biztositdsa
kulcsfontossagu életképes embridk létrehozasdnak szempontjabal.

Gerincesek petesejtjeiben a meidsis sordn két egymast kovetd sejtosztodds
zajlik le, melyet az M-fazis elosegitd faktor (MPF) irdnyit. Az MPF-et az érett Rana
pipiens petesejtek citoplazmdjaban egy ,,aktivitds’-ként azonositottak, amely képes
maturdcié indukdldsara nyugvo petesejtbe vald injektdlds utdn. A késobbi kutatdsok
szerint az MPF két alkotdegység heterodimere: a katalitikus alegységet a ciklin-fiiggd
kindz 1 (cdkl), mig a szabdlyoz6 alegységet a ciklin B alkotja. A cdkl homolég az
€éleszto cdc2 gén termékével, a ciklin B a sejtciklus irdnyitdsaban részt vevo proteinek
csalddjanak egyik tagja. Eretlen petesejtben a cdc2 a ciklin B-hez kotddik, ekkor
azonban még az MPF inaktiv, a cdc2 treonin 14-es, a tirozin 15-6s és a treonin 161-es
végeinek foszforilalt allapota miatt. Békdk esetében a CAK és Mytl, élesztok
esetében a Weel kindzok a feleldsek a cdc2 gatlo foszforildlasdért. Az MPF a
germindlis vezikulum lebomldsakor aktivalodik, amikor a kettds hatasu cdc25
foszfatdz defoszforildlja a cdc2-t a treonin 14 és tirozin 15 pozicidkban. Az aktiv MPF
vezeti a sejtet a metafdzis I-be. Az MI-bdl valé kilépés (hasonléan a MII-hoz) egy
multi-subunit E3 ligdz, az anafazis eldsegitd komplex (APC) hatdsara kovetkezik be,
ami a ciklin B ubiquitinezését végzi, megjelolve azt a 26S proteaszéma 4ltali
lebontasra. A ciklin B lebomldsa az MPF részleges inaktivaloddsdhoz vezet, ez a
meidzis I-bol vald kilépést és az elsd sarki test kizdroddsat eredményezi. Az ezt
kovetd novekvo ciklin B szintézis aktiv MPF-et eredményez, melynek nyoman a sejt
belép a meidzis II-be. A fenntartott magas MPF aktivitds a kromatint kondenzalt
allapotban tartja a €s stabilizalja a meiotikus orsot.

Egy madsik szigndl transzdukcids kaszkad, a mitogén-aktivalt protein kindz
(MAPK) kaszkdd is dontd fontossdgi a meidzis szabdlyozdsiban. A MAPK egy

szerin/treonin protein kindz, mely szubsztritjaival egyiitt az MPF stabilizaci6jat és az



MPF dltal irdnyitott folyamatok elOsegitését végzi. Roviddel a maturdcié kezdetét
kovetden megindul a maternédlis c-mos mRNS transzlacidja. A c-mos egy proto-
onkogén, melynek terméke a MOS fehérje, egy 39-kD nagysdgi szerin/treonin kindz.
A MOS MAPK kindz kindzként funkciondl (MEKK), aktivdlja a MAPK kindzt
(MEK1), mely a MAPK aktivdloddsat okozza annak foszforilacidja éltal. Az aktiv
MAPK foszforillja és ezéltal aktivalja a p90™** szerin/treonin kindzt, amely gitolja a
Mytl inhibitor kindzt, elOsegitve a cdc25-medidlt MPF aktivaciot. A
MOS/MEK 1/MAPK/p90®* kaszkad a maturécié alatt segiti az MPF aktivalodésat és
hozzéjarul annak stabilizalasdhoz a Go/M atmenet idején. Tovabba a kaszkad szerepet
jatszik a magorso kialakulds ellendrzopontjanak aktivdldsaban, mely gétolja az APC
mikodését, ezzel lassitva a ciklin B degraddcigjat és megakadalyozva a
metafdzis/anafazis atmenetet érett petesejtekben.

Természetes koriilmények kozott a termékenyitd spermium véltja ki a meidzis
Ujrainduldsat valamint az interfazisba vald belépést, oszcillaciét indukdlva a petesejt
intracelluldrisan szabad kalcium koncentraci6jaban. A termékenyiiléskori kalcium
szigndl elsddleges feladata a cdkl és a ciklin B gatldsa, majd az MPF aktivitdsanak
csokkenése vezet a MOS defoszforilaciojdhoz €és azt kovetd lebomldsahoz. Az
intracelluldrisan szabad kalcium koncentricidjanak novelése mesterségesen is
létrehozhatd, ami ugyancsak képes a meidzis Ujraindulasat el6idézni. A
termékenyiiléssel ellentétben azonban a parthenogenetikus aktivalas csak egyszeri
kalcium felszabaduldst okoz a petesejtben. Egér petesejtekben egyszeri kalciumszint
emelkedés nem bizonyul hatékonynak, ilyen esetekben az MPF és MAPK ujra-
aktivalodasat figyelték meg. A sejtciklus szabdlyozdsdban fontos protein kindzok
csokkent szintje a hatékony petesejt aktivalasi protokollok jo jelzdje. Ezen okokbdl
kifoly6lag olyan parthenogenetikus aktivaldsi médszer haszndla sziikséges, mely a
termékenyiilést kisérd Osszes jelenséget képes eléidézni, hatékony embridfejlodést
eredményezve.

A hatékony in vitro embri6-elddllitds szempontjabdl ugyancsak fontos az
embriok szdmara a megfelel0 kornyezet biztositasa. Sertés zigotdk blasztociszta
stddiumig val6 tenyésztésére jelenleg a legszélesebb korben az NCSU-23 médium
hasznélatos. A legdjabb kutatdsok szerint a PZM-3 médium az NCSU-23-ndl
hatékonyabb, azonban a szakirodalom nem egységes ezen a teriileten. Ugyancsak
fontos szempont az embrid-tenyésztés szempontjabdl a kultivacié alatti gazkeverék

Osszetétetele. A legaltaldnosabban haszndlt embridtenyésztd gazkeverék kortilbeliil



20% O,-t tartalmaz az inkubatorban. Azonban az oxigén koncentricié rhesus majmok,
horcsdgok és nyulak reprodukcids traktusiaban 1,5 és 8,7% koriil mozog. Egyes
szerzOk szerint a csokkentett O, koncentracié haszndlata elonyodsebb sertés embridk
tenyésztésére, de a témdval kapcsolatos eredmények egymadsnak gyakran

ellentmondoak.

CELKITUZESEK

A dolgozat elkészitésekor célul thztik ki kiilonb6zd parthenogenetikus
aktivalasi modszerek €s kiilonbozo embrio-tenyésztési rendszerek in vitro €rlelt sertés
petesejtekre kifejtett hatdsdnak vizsgalatit. Ugyancsak meg kivantuk vizsgdlni a
sejtciklus szabdlyozdsdban kulcsszerepet jatszé két fehérje, az MPF és MAPK
aktivitdsdnak valtozdsiat sertés petesejtekben kiilonboz6 aktivdldsi mddszerek

alkalmazasat kovetoen.

ANYAG ES MODSZER

A petesejtek gytijtése és in vitro maturdcioja

A Kkisérletekhez a helyi vagohidrdl szarmazd prepubertds sertés (nagy fehér)
petefészkekbdl szarmazod petesejteket hasznaltunk. A petefészkek laboratériumba
széllitdsa 1 6ran belil megtortént. A 3-6 mm atmérdjli tiiszokbdl a tiiszéfolyadékot
egy 10 ml-es eldobhaté fecskenddvel valamint egy hozzd erositett 20 G méretl
injekciés tlvel aspirdltuk és egy 50 ml-es centrifugacsdbe (Falcon) gytjtottiik.
Ulepedés utan a feliiliszé folyadékot eltdvolitottuk, majd a maradékbél a kumulusz-
petesejt komplexek (KPK) feltardsra keriiltek sztereo mikroszkép (Nikon) alatt. Ezt
kovetden kivélogatdsra keriiltek azok a komplexek, amelyek esetében a petesejteket
szamos kumulusz sejtréteg boritotta. A KPK-eket ezek utan 4 vajatt NUNC (Nunc,
Roskilde, Dénia) tenyésztdedényben, 500 pl maturdcios oldatban, 400 pl olajjal fedve
(TCM-199 médium kiegészitve a kovetezO anyagokkal: 26 mM ndtrium bikarbonat,
3,05 mM gliikk6z, 0,91 mM nétrium piruvat, 0,57 mM cisztein, 10 ng/ml epidermaélis
novekedési faktor [EGF], 0,5 IU/ml luteinizalé hormon, 0,5 IU/ml follikulus stimulalo
hormon, 0,1% polivinil alkohol, 75 pg/ml penicillin G es 50 pg/ml sztreptomicin)
érleltiilk. A petesejtek maturdltatdsa 42-44 o6réig tartott, 39°C-on, 5% CO, szint

mellett.



A petesejtek aktivdcioja

Maturéci6 utdn a petesejtek felszinérdl a kumuluszsejteket eltavolitottuk, amit
0,1% hialuronidazt tartalmazé TL-Hepes médiumban valé 8 perces vortexeléssel
értlink el. Kumulusz sejtek nélkiili, egyenletesen sotét ooplazmdval és lathatd
sarkitesttel rendelkezd petesejtek keriiltek kivdlogatdsra. A petesejteket ezek utin
elektroporiciés médiumban (Mannitol 300 mM, CaCl, 0,1 mM, MgSO4 0,1 mM,
Hepes 0,5 mM, BSA 0,01 mg/ml) kétszer atmostuk. A petesejteket egy
elektroporaciés kamra két, egymastol 0,5 mm-re 1évo elektrodja koz¢é helyeztiikk majd
egy Electro Cell Manipulator (BTX Instrument Division, Harvard Apparatus, Inc.,
Holliston, MA, USA) segitségével elektropordltuk. Az elektroporacidhoz két,
egyenként 60 psec-ig tartd, 1,2 kV/cm-es fesziiltségli egyendramd impulzust
alkalmaztunk. Az elektromos impulzus alkalmazdsa utin 3 perccel a petesejteket
tenyésztOmédiumban datmostuk, majd a kiilonbozd kezeléseknek megfeleléen
véletlenszerlien csoportositottuk oket. A jelen kisérletsorozat sordn harom aktivalasi
modszert (kezelést) alkalmaztunk. Az elsdé csoportba azok a petesejtek kertiltek,
amelyeket a fent leirt elektropordcids eljards sordn aktivaltunk. Ezek a petesejtek
tovabbi aktiviacios kezelést nem kaptak, ezeket 7,5 pg/ml cytochalasin B-vel
kiegészitett tenyésztOmédiumba helyeztik 4 o6rdra. A masodik csoportban az
elektropordlt petesejteket 100 uM butyrolactone I-t tartalmazé tenyésztomédiumba
kultivaltuk 4 6ran keresztiil, a tenyésztd oldat ebben az esetben is tartalmazott 7,5
pg/ml cytochalasin B-t. A harmadik kezelés esetében az elektropordcion atesett
petesejteket 10 pg/ml cycloheximide-dal kiegészitett oldatban inkubéltuk 5 oran
keresztiil; az els6 négy dra sordn az inkubdciés médium 7,5 pg/ml cytochalasin B-t is

tartalmazott.

A pronukleusz-képzédés meghatdrozdsa

A pronukleusz-képzddést kisérlettdl fiiggden 6 és 10 6rdval az aktivdlds utdn
vizsgaltuk. Az aktivalt petesejtek egy részét targylemezre helyeztiik, feddlemezzel
Ovatosan lefedtiik, és a mintdkat etilalkohol-ecetsav 3:1 ardnyu elegyében 4 napig
fixaltuk. Ezt kovetden a fixalt petesejteket 1%-os ecetsavas orceinnel megfestettiik,
majd a kromatin konfiguraciét Nikon Eclipse 551 faziskontraszt mikroszkop alatt 400-

szoros nagyitdssal vizsgéltuk.



Az apoptotikus sejtek meghatdrozdsa

A 7 napos tenyésztési periddus végén a blasztocisztikat 3,7%-o0s
paraformaldehidben fixdltuk 4°C-on 12-14 6ran keresztiil, kétszer atmostuk a fixalt
embridkat PBS-ben, majd a plazma membrint 0,1% Triton-X-et és 0,1% natrium
citratot tartalmazé PBS oldatban 2 percig permeabilizaltuk. Az apoptotikus sejtek
ardnydnak meghatdrozdsara In Situ Cell Death Detection Kit-et (Kat. #11648795910;
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszdg) hasznéltunk. Ezt kovetden
TUNEL reakcié médiumba helyeztiik a blasztocisztdkat €s 1 6ran keresztiil inkubaltuk
Oket 39°C-on. Egy ora elteltével az embridk sejtmagjait Hoechst 33342 festéket
tartalmazé PBS médiumban festettiik 10 percig. Az értékelés Nikon Eclipse TE2000-

U mikroszkop segitségével 400-szoros nagyitis mellett tortént.

Az MPF aktivitdsdnak meghatdrozdsa

Mindhédrom aktivalasi médszer esetében 10 petesejt keriilt fixdldsra 6ranként,
az elsd hat o6rdban. Az aktivélt petesejteket PBS-PVA médiumban haromszor
atmostuk, majd 4 pl-es CelLyticTM-M puffert tartalmazé 0,5 ml-es PCR csObe
helyeztiik oOket. Felhasznaldsig -80°C-on taroltuk a mintdkat. Az MPF aktivités
meghatdrozasdhoz cdkl/cdc2 Kinase Assay Kit-et (#17-137, Upstate Biotechnology
Inc., Lake Placid, NY, USA) hasznaltunk. A kit miikodése azon alapszik, hogy
mérjiik annak a radidaktiv y-foszfatnak a mennyiségét, amelyet a petesejtben taldlhatod
cdc2 (kindz aktivitdsa révén) atrak a szubsztritjara (a specifikus szubsztrat cdc2
esetében hiszton HI1) a reakcidelegyhez adott [y—32P]ATP—r61. A vizsgdlat
kivitelezésénél a gyartd altal megadott protokollt kovettiik. A petesejteket tartalmazé
oldatot 10 ul 2 mg/ml hiszton H1 oldattal (6sszetevok: 20mM MOPS, pH 7.2; 25 mM
b-glicerol foszfat; 5 mM EGTA; 1 mM nétrium-orthovanadate; 1mM dithiothreitol)
inkubdltuk. Az oldatot kiegészitettiik 20 uM protein kindz C inhibitorral, 2 uM
protein kindz A inhibitorral, valamint 20 uM R24571-gyel, ami a Ca”*/kalmodulin-
fliggd fehérje kindzok inhibitora. Az emlitett inhibitorokat a szerin/treonin kindzok
altali interferencia csokkentésének céljabol alkalmaztuk. A reakcié a 10 mCi [y-
32P]ATP—t (~3000 Ci/mmol, Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ, USA), 75
mM MgCl,-t és 500 puM ATP-t tartalmazé puffer hozzdadasaval vette kezdetét. Tiz
perces, 30°C-on torténd inkubalas utdn 25 pl-nyi folyadékot blottoltunk foszfocelluloz
papirra. Ezutdn a papirt 0,75%-os foszforsavban hdromszor dtmostuk (egyenként 10

percig), majd egyszer acetonban 5 percig. A papirt 5 ml szcintilliciés médiumba



helyeztiik, és szcintilliciés kamra segitségével meghatdroztuk radidaktivitasat.
Kiszdmoltuk a nem specifikus kotddés és a foszforilalt endogén fehérjék aktivitasat,

majd azzal csokkentettiik a pmol/petesejt/perc dimenziéban kapott eredményt.

A MAPK aktivitdasdnak meghatdrozdsa

A MAPK aktivitdsanak vizsgédlatdhoz mintdnként Ujbol 10 petesejtet
gyljtottiink és az el6z0 pontban leirtakkal megegyezden tdroltuk felhasznaldsig. A
MAPK aktivitdisit MAPK/Erk assay kit (#17-133; Upstate, Lake Placid, NY, USA)
segitségével hatdroztuk meg. Ebben az esetben a foszforilélt szubsztrat Myelin Basic

Protein (MBP) volt. A mérés kivitelezé€se az MPF vizsgélattal megegyezden tortént.

1. kisérlet

Az elsé kisérletben harom aktivaciés médszer, valamint két tenyésztomédium
(NCSU-23 és PZM-3) hatasat vizsgaltuk. Elektroporacié utdn 6 csoportot alakitottunk
ki véletlenszertien: mindkét tenyésztomédium esetében elektroporacié (EP),
elektroporicié + butyrolactone I (EP+BL) valamint elektroporicié + cycloheximide
(EP+CHX) csoportokat hoztunk 1étre. A kezdeti kultivacié mindhdrom aktivalas sordn
cytochalasin B jelenlétében tortént, ezaltal biztositva a diploid kromoszoma-
szerelvény kialakuldsat a létrejott embriok esetében. A pronukleusz-képzddés, az

osztédott embriok, valamint a kifejlodott blasztocisztdk ardnya kertiilt feljegyzésre.

2. kisérlet

A masodik kisérletben a 1égtéri oxigén-nyomds hatdsat vizsgdltuk a
parthenogenetikus embridk fejlodésére két tenyésztomédium esetében. A kisérlet
soran az els® kisérletben leghatékonyabbnak itélt petesejtaktivalasi modszert
alkalmaztuk. A petesejteket elektroporaciét kovetden két csoportba osztottuk: NCSU-
23-ban ill. PZM-3-ban inkubdltuk 6ket butyrolactone I és cytochalasin B jelenlétében.
4 ¢ra elteltével mindkét csoportot tovabbi két alcsoportra osztottuk és 7 napig 39°C-
on ~20% O, (5% CO, 1égkori levegdben), valamint 5% O, (5% CO,, 5% O, és 90%

N») szint mellett tenyésztettiik Oket.

3. kisérlet
A 3. kisérletben a kiilonbozd aktivalasi médszerek hatdsat vizsgaltuk az MPF

€s MAPK aktivitas-valtozasdra sertés petesejtekben. A petesejtek gytiijtése €s in vitro



maturdcidja a fent lefrtakkal megegyezden tortént. A petesejteket véletlenszertien 3
csoportra bontottuk, egy elektroporiacié (EP), egy elektroporicié + butyrolactone I
(EP+BL) és egy elektroporicié + cycloheximide csoportra (EP+CHX). Az MPF és
MAPK aktivitisdnak méréséhez 10 petesejtet haszndltunk, a mérésekhez a
petesejteket az elektropordcié utdn 0, 1, 2, 3, 4, 5 és 6 ordval gyujtottiik Ossze a

minden kezelés esetében.

Alkalmazott statisztika

Az adatokat varianciaanalizissel (ANOVA) értékeltik PROC MIX eljardst
alkalmazva, a Statistical Analysis System programcsomag segitségével. A szdzalékos
adatok esetében arc sin transzformdciét alkalmaztunk. A kezelések kozotti
kiilonbségek feltarasdhoz Tukey-tesztet haszndltunk. Szignifikéns kiilonbségnek azt

tekintettiik, ahol a val6szintiség p<0,05 volt.

EREDMENYEK

1. kisérlet: Parthenogenetikus aktivalasi moddszerek és a tenyésztOmédiumok

embridfejlodésre kifejtett hatdsanak vizsgalata

A kiilonboz06 aktivalasi modszerek szignifikdns (p<0,001) hatast gyakoroltak a
pronukleusz-képzddésre. Az egy vagy két pronukleusszal rendelkez6 zigétak foatlaga
elektropordcié utan szignifikdnsan alacsonyabb volt (83,9+1,7%), mint az EP+BL
(92,8+0,8%) vagy EP+CHX (93,0£1,0%) csoportokban (1. tdbl4dzat). A médiumoknak
nem volt hatdsa az eredmények alakuldsdra, a pronukleusszal rendelkezd petesejtek
ardnya NCSU-23 tenyésztOmédium haszndlatakor 89,9+1,4%, mig PZM-3
alkalmazdsa esetén 89,9+1,6% volt. Az osztédott, vagyis kétsejtes embridk ardnydnak
alakuldsa hasonl6 képet mutatott az Osszes kezelés esetén, sem az alkalmazott
aktivdldsi moddszereknek, sem a tenyésztOmédiumoknak hatdsuk nem volt. A
tenyésztomédiumokon beliili analizis megéllapitotta, hogy a PZM-3 hasznalatakor az
EP+CHX csoportban magasabb volt a kétsejtes embriok ardnya, mint a csak
elektropordlt csoportban, mig az EP+BL csoport a fent emlitett két kezelés kozotti
eredményt produkdlta.

A blasztociszta stddiumig valé fejlodés vizsgdlatakor megéllapitottuk, hogy

ezen paraméterre egyediill a médiumnak volt szignifikdns hatdsa (p<0,001): a PZM-3



médium (59,7+£3,6%) magasabb fejlodési ratit eredményezett, mint az NCSU-23
(39,943,1%). Az aktiviciés mddszerek hatdsat a blasztociszta-képzodésre nem tudtuk
kimutatni. A tenyésztomédiumokon beliili analizis szerint NCSU-23 médiumban a
harom kezelés eredménye nem kiilonbozott statisztikailag egymdstol, mig PZM-3
tenyésztomédiumot haszndlva a kombindlt aktiviciés moddszerek szignifikdnsan
magasabb embridfejlodést eredményeztek. Nyilvanvald kiillonbséget mutatott a 7.
napra kikelt blasztocisztdk ardnya, a PZM-3 médium haszndlata magasabb kikelési
szazalékot eredményezett (10,6£1,3%), mint az NCSU-23 médium (0,2+0,2%) (1.
tablazat).

A blasztocisztak 0Ossz-sejtszamdnak alakuldsdra ugyancsak a médiumoknak
volt egyértelmii hatdsa (p<0,001). A PZM-3 tenyésztdoldatban fejlodott blasztocisztak
magasabb sejtszamot mutattak (50,2+1,3), mint azok, melyeket NCSU-23-ban
(35,3+1,1) tenyésztettink. A médiumokon belill a kezelések eredményei nem
kiillonboztek egymdstol. Az apoptotikus sejtek ardnydnak alakuldsdra sem a kezelés,
sem a tenyésztd oldatok nem voltak hatdssal, a TUNEL préba segitségével
megallapitott fragmentdlddott DNS-sel rendelkezd sejtek ardnya hasonldé volt

valamennyi csoportban (1. tdblazat).

2. kisérlet: Az embridtenyésztés alatti O, koncentracid6 €s a tenyésztdmédium

kolcsOnhatasanak vizsgalata

A mdsodik kisérletben kiillonb6z6 O, koncentracidk és tenyésztomédiumok
egylittes hatdsat vizsgaltuk elektroporaciét kovetd butyrolactone I kezeléssel aktivalt
sertés petesejtek fejlodésére. A kifejlodott kétsejtes embridk ardnya minden
csoportban hasonlé volt, sem a médium tipusa, sem a tenyészedény folotti 1égtér O,
koncentrici6ja nem gyakorolt szignifikdns hatdst a kezdeti osztéddsra. Ehhez
hasonléan nem taldltunk kiilonbséget alacsony és magas O, koncentricié mellett
tenyésztett blasztocisztdk aranydban sem. Szignifikdns volt azonban a tdpoldat hatdsa:
a PZM-3 oldat magasabb blasztociszta fejlodést eredményezett (60,4+2,8%), mint az
NCSU-23 hasznélata (40,4+4,9%; p<0,05). Ezen tilmenden, a tenyésztés 7. napjan az
NCSU-23 médiumban nem taldltunk kikelt blasztocisztat, mig PZM-3 médium
hasznalatakor az embridk 9,6+1,9%-a érte el a kikelt blasztociszta stadiumot

(p<0,001; 2. tablazat).
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Az étlagos blasztocisztankénti sejtszdm magasabb értéket mutatott PZM-3
médium hasznélatakor (45,5+1,7), mint NCSU-23 (33,8+1,4) esetében (p<0,001). A
TUNEL préba eredményére a kezelésnek, az oxigén nyomdsnak vagy a kezelés x
médium interakciénak nem volt hatdsa. Az apoptotikus, vagyis a programozott
sejthaldlt mutaté sejtek ardnya 5% koriil alakult minden kisétleti kezelésben (2.

tablazat).

3. kisérlet: Az MPF és a MAPK aktivitdsdnak valtozdsa sertés petesejtekben

kiillonbozo aktivacios modszerek alkalmazdsa esetén

Ebben a kisérletben azt tanulmdnyoztuk, hogy a kiillonbozd aktivalasi
modszerek hogyan befolydsoljadk az MPF és MAPK aktivitdsanak véltozdsat sertés
petesejtekben. A kisérlet sordn a kordbban mdér hatékonyabbnak itélt PZM-3
médiumot haszndltuk az aktivalt petesejtek inkubdldsdhoz. A cdc2 (az MPF
katalitikus alegysége), valamint a MAPK foszfotranszferaz aktivitasat a histone H1 és
a myelin basic protein (MBP), mint in vitro szubsztritjaik foszforildcigjanak

mérésével értékeltiik radiéaktiv [y-"P]ATP segitségével.

0.05 - oEP
mEP+EL
0.04 - BEP+CHX

pmol/petesejtiperc

Ml 1 2 3 4 5 6

1. abra. Az MPF aktivitasanak véltozasa a korai embri6fejlodés sordn parthendtdkban

kiillonbozo aktivalasi modszerek alkalmazasa esetén.

“ " az oszlopok kozotti statisztikailag igazolhaté szignifikdns kiilonbségeket jeldli,

p<0,05
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A cdc2, vagyis az MPF kezdeti, MlII-es aktivitdsa (0,068 pmol/petesejt/perc)
mindhdrom aktivaciés mddszer esetében lecsokkent az elektromos pulzus alkalmazésa
utdn egy oraval (EP: 0,024, EP+BL: 0,021, EP+CHX: 0,028 pmol/petesejt/perc;
p<0,05; 1. dbra). Az MPF aktivitdsa a csak elektroporilt csoportban az eredeti
aktivitasi szint 34,4%-ara csokkent. Ehhez képest a tovabbi kezelés butyrolactone I
vagy cycloheximide haszndlatdval nem okozott tovdbbi aktivitds-csokkenést. A cdc2
kinaz aktivitdsa, vagyis az altala idOegység alatt foszforildlt hiszton Hl1 mennyisége
alacsony maradt mindhdrom csoportban minden idépontban az elektroporaciét kovetd
6 ordban; ennek az idoszaknak a vége nagyjabol egybeesik az eldmag (pronukleusz)
képzodésével. Az egyes idOpontokban nem tapasztaltunk eltéréseket az MPF

aktivitasat illetden az egyes aktivacids modszerek kozott.

0.16
a

0.14 1 l

0.12
2
§ 0.1
_§ DEP
o 0.08 mEP+BL
Q
a BEP+CHX
o
£
o

Ml 1 2 3 4 5 6

2. abra. A MAPK aktivitdsdnak véltozdsa a korai embriofejlodés sordn
parthendtakban kiilonbozo aktivalasi metédusok alkalmazdsa esetén.

“® az oszlopok kozotti statisztikailag igazolhaté szignifikdns kiilonbségeket jeldli,

p<0,05

A MAPK kezdeti aktivitdsa 0,123 pmol/petesejt/perc volt (2. dbra). Egy 6raval
a elektromos impulzus alkalmazdsa utdin a MAPK aktivitdsa a kezdeti szint 54,4-
62,6%-ara csokkent. Az aktivdldst kovetd mdsodik o6rdban a kindz aktivitdsa az
EP+CHX csoportban (0,058 pmol/petesejt/perc) szignifikdnsan alacsonyabb volt,
mint a nem kezelt petesejtekben (p<0,05), majd hidrom ordaval az elektroporaciét
kovetden mar minden csoportban jelentdsen lecsokkent (p<0,05). Ezt kovetden a
butyrolactone I-gyel kezelt petesejtek a vizsgalt idoszak végéig csokkentett MAPK

aktivitast mutattak. Ezzel szemben 3 d6rdaval az aktivalast kovetoen a csak elektroporalt
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csoportban a kindzaktivitds novekedni kezdett, majd a negyedik 6ra végén a MAPK
aktivitdsa (0,060 pmol/petesejt/perc) statisztikailag mar nem kiilonbozott a kezdeti
Mll-es petesejtekben mért értéktdl és magas maradt a 6. 6ra végéig. Harom ora
elteltével a MAPK aktivitisdnak enyhe emelkedése volt tapasztalhaté azon petesejtek
esetében, amelyek a kombindlt EP+CHX kezeléssel lettek aktivadlva, de a 6. 6éra végén
mért kindz-aktivitasi érték ismét kiilonbozott az aktivalas elotti értéktdl (p<0,05).

A kisérlet sordn meghataroztuk tovdbba azt, hogy a kiilénb6zd
parthenogenetikus aktivalasi modszerek milyen hatékonysdggal tudtdk stimuldlni a
sejtciklus djrainduldsat, azaz a petesejt aktivalodasit. Azt tapasztaltuk, hogy a
kombinalt aktivaciés mddszerek hatékonyabbnak bizonyultak pronukleusz-képzodés
indukaldsidra (p<0,05). Hat o6rdval az aktiviciét kovetden az eldmag képzodés
szignifikdnsan magasabb volt azokban a petesejtekben, amelyeket butyrolactone I
(86,3243,27%) vagy cycloheximide (87,56+3,73%) jelenlétében inkubdltunk
elektropordcié utdn, mint azokban, amelyek csak elektroporacié (69,39+3,32%)

segitségével lettek aktivélva.

KOVETKEZTETESEK

Parthenogenetikus aktivalasi mddszerek és a tenyé€sztomédiumok embridfejlodésre

kifejtett hatasanak vizsgalata

Kisérleteink soran a pronukleusz-képzddés alacsonyabb volt a csak
elektropordlt petesejteknél, mint a butyrolactone I illetve cycloheximide kiegészitéssel
aktivalt  petesejtek  esetében. Ez a  kezdeti  fejlodésbeli  elony a
proteinszintézis/proteinkindz ~ gatléknak volt koOszonhetd, azonban NCSU-23
médiumban ez az eldny megszlint, amint az embridk elérték a kétsejtes dllapotot.
Ezzel szemben PZM-3 médium haszndlatakor a kétsejtes, osztdédott embridk ardnya
szignifikdnsan magasabb volt a cycloheximide-kezelt csoportban, mint az
elektropordlt csoportban. Megéllapithaté volt tovabba, hogy a PZM-3
tenyésztomédium hasznélatdnak eredményeképpen a blasztociszta stadiumig valo
fejlddés is magasabb volt a kombindlt kezeléseknek koszonhetden, mint a csak
elektropordcidval aktivalt petesejtek esetében. NCSU-23 médium hasznélata esetén a
fehérjeszintézis/fehérjefoszforilacié gatlok jotékony hatdsa nem fejezddott ki a

pronukleusz stddiumon tdl, ami azt mutatja, hogy ez a médium valamilyen médon
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korldtozza a parthenogenetikus embridk fejlodési potencidljat. Ez 6sszhangban van
azokkal a kordbbi megéllapitasokkal, amelyek szerint az elektroporalt petesejteknél a
cycloheximide kezelés nem javitotta a blasztociszta stidiumig valé fejlodést 1%-os
MEM nem-esszencidlis aminosavakkal kiegészitett NCSU-23 médiumban. Habéar
kisérleteinkben a két médium hasonlé pronukleusz-képzddést (kivéve az elektroporalt
+ cycloheximide csoportot) és osztddasi szdzalékot eredményezett, a blasztociszta
stddiumig val6é fejlodés és az embridk atlagos sejtszama jelentdsen javult PZM-3
médium hasznélatakor.

Sertés zigotdk blasztociszta stddiumig valé tenyésztésére szamos médium
keriilt kifejlesztésre, tobbek kozott a Whitten’s médium, North Carolina State
University (NCSU)-23 és NCSU-37 médium, Beltsville embrié tenyésztdé médium
(BECM)-3 valamint sertés zigbta médium (PZM)-3 and PZM-4. Az NCSU-23
médium a leginkdbb elterjedt, és a legszélesebb korben alkalmazott tenyésztdmédium
sertés embridk fejlodésének eldsegitésére in vitro fertilizacidt vagy sejtmagatiiltetéses
klénozast kovetden. Ezzel szemben egyes szerzok szerint a PZM-3 médium tiinik a
napjaink leghatékonyabb tenyésztomédiuménak, jotékony hatdsat sikeriilt igazolni in
vivo elbéllitott embridk, valamint parthenogenetikusan aktivélt petesejtek tenyésztése
soran. YOSHIOKA et al. (2002) magasabb blasztociszta ardnyt tapasztalt PZM-3
tenyésztomédium haszndlatakor, mint NCSU-23 esetében in vivo eredetli embridk
fejlodésének tanulmdnyozdsakor. Sajat kisérleteink sordn az embriofejlodés
hatékonyabb volt PZM-3 médiumban, mint NCSU-23-ban. Ugyancsak kimutattuk,
hogy szignifikdnsan magasabb a kikelt blasztocisztdk aranya PZM-3 médiumban,
mint NCSU-23 esetén a 7 napos embridtenyésztés végén. A legijabban kozzétett
kutatdsi eredmények szerint az in vitro fertilizacioval 1étrehozott embriok kozott a
kikelt blasztocisztak ardnya magasabb volt PZM-3 tenyésztomédiumban, mint NCSU-
23-ban a 7. napon, habdr a 9. nap végére a kiilonbség kiegyenlitédott. Ezek szerint a
PZM-3 médium gyorsabb blasztociszta fejlddést és ezdltal kordbbi kikelést
eredményezett. Az NCSU-23 médium a sertés embrié metabolikus és tdpanyag
sziikségletének figylembevételével késziilt, mig a PZM-3 a sertés petevezeto-folyadék
kémiai Osszetétele alapjan meghatdrozott tapoldat. A PZM-3 sertés embridk
fejlodésére kifejtett jotékony hatdsa (legalabb részben) a tenyésztdoldat aminosav
kiegészitésnek koOszonhetd. Kordbbi vizsgdlatok szerint a nem-esszencialis
aminosavak a korai osztéddst valamint a blasztocisztak expanzidjat segitik elo, mig az

esszencidlis amindsavak a blasztocisztak sejtszdmanak emelkedését okozzak.
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Az embridtenyésztés alatti O, koncentrdcid és a tenyésztomédium kolcsonhatdsdnak

vizsgalata

Az oxigén koncentricié az emldsok reprodukcids traktusdban < 8,7% koriil
mozog. Ezzel szemben a legéltalanosabban hasznalt embridtenyésztd gazkeverék 5%
COs-ot és 95% leveg6t tartalmaz, ami koriilbeliil 20% O,-t jelent az inkubdtorban. A
tenyésztés alatti magas O, koncentraci6 a reaktiv oxigén gyokok (ROS)
formdaciojanak novekedéséhez vezet, aminek karos hatdsa lehet a sejtekre, DNS
rongalddast, lipid peroxidaciot, valamint a fehérjék oxidativ védltozdsat okozva. A
kultivacios periddus alatti csokkentett (5%) O, koncentrdacié novelte az in vitro
fertilizacioval eldallitott embriok fejlodési erélyét a blasztociszta stddiumig, mas
esetekben magasabb blasztocisztdnkénti sejtszamot eredményezett. In vivo eredetli
embriok esetén mindkét paraméter értéke emelkedett. Ezzel szemben a
parthenogenetikus aktivdldssal 1étrehozott embridk tenyésztését leird tanulményok
egymasnak ellentmondéak. CALLESEN et al. (2000) javuldst tapasztalt a
blasztocisztak fejlodését tekintve csokkentett O, nyomds esetén. Mds szerzok nem
kaptak emelkedett blasztociszta képzodést, azonban az alacsonyabb O, nyomads
magasabb embrionkénti sejtszdmot eredményezett. Megint mds esetekben sem a
blasztociszta képzodés ardnya sem az d&ltagos blasztocisztdnkénti sejtszdm nem
véltozott az O, koncentraci6 fiiggvényében. Kisérleteink sordn nem tudtuk kimutatni
alacsonyabb O, nyomds haszndlatakor az osztddds illetve a blasztociszta formdcid
signifikédns javuldsat. Az dtlagos embrionkénti sejtszam ugyancsak hasonl6 volt a két
oxigén koncentrdci6 melletti embridtenyésztés esetében. Lehetséges, hogy az
aktivdlas elotti szigord petesejtszelekcid, vagyis a kisérletekhez a csak j6 mindségii
oocitdk haszndlata az oka a kapott eredményeknek. Ezek a petesejtek valdsziniileg
nagyobb tolerancidt mutattak az oxigén gyokokkel szemben. Valészinii, hogy a ROS
nagyobb hatdst gyakorol a gyengébb mindségli petesejtekre, ami a késObbiekben
alacsonyabb embri6fejlodési potencidlban nyilvanul meg. A fentiek alapjan ugy tiinik,
hogy kiilonb6zd O, koncentraciok sertés parthenotdk fejlodésére gyakorolt hatasanak
tisztdzasdhoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Az apoptdzis, mint a szuboptimalis tenyésztési koriilményekre €s stresszre
adott valasz széles korben tanulmanyozott embriondlis sejtekben. Az apoptdzis vagy
programozott sejthaldl egy fiziologids folyamat, mind in vivo, mind in vitro eldéllitott

embridkban megfigyelhetd. Egyes vélemények szerint sziikséges, hogy korai embridk
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esetében az apoptotikus sejtek gyakorisdgdnak meghatdrozdsa a mindség-értékelési
protokollok részét képezze. Sajat kisérleteinkben nem taldltunk kiilonbséget az
apoptozisos sejtek ardnydban sem az aktivdciés mddszer, sem a tenyésztomédium,
sem az O, koncentrécié hatdsdra. Az apoptdzis eléforduldsa kisérleteinkben 5% koriili
értéket mutatott, ez az ardny némileg kisebb, mint arrél a szakirodalom beszamol
(7%). Az apoptotikus sejtek alacsonyabb szintii jelenléte valdszintileg az elektroporalt
petesejtek cytochalasin B kezelésével magyardzhat6. A cytochalasin B gatolja a
mikrofilamentumok polarizacidjat, ezaltal megakaddlyozza a madsodik sarkitest
kizarédasat és elOsegiti diploid embridk eloallitdsat. A haploid kromoszéma-garnitira
kimutathatéan noveli az apoptdzis eléforduldsit a Bcel-xL gén expresszidjanak
csokkentése €s a Bak gén expresszidjdnak novelése dltal. Ezen tdlmenden, a
cytochalasin B védi az embridkat a tenyésztés sordn a fragmentdlddastdl, valamint
sertés esetében novelte az in vitro embridk blasztociszta stddiumig torténd fejlodését
is.

Kovetkeztetésképpen megallapithatjuk, hogy az elektroporacidval kombinalt
protein szintézis- vagy specidlis protein foszforildcié gitlok haszndlata elonydsebb
aktivdcios stimulust szolgaltat, mely jobb blasztociszta stiddiumig vald fejlodést
eredményez, mint az elektroporacié egyediili alkalmazdsa. Kimutathaté volt, hogy a
PZM-3 médium elonyOsebb parthenogenetikus sertés embridk blasztociszta stadiumig
valo kultivalasra, mint az NCSU-23 tenyésztomédium. Az optimalis aktivacids
modszerek, valamint a tenyésztéskori paraméterek meghatdrozdsa kritikus
jelentoséggel bir a kiilonbozd asszisztilt reprodukcids technikdk, koztik a

sejtmagatiiltetéses klonozds hatékonysaginak javitdsa szempontjabol.

Az MPF és a MAPK aktivitdsanak valtozdsa sertés petesejtekben kiilonbozo

aktivacios modszerek alkalmazdasa esetén

Altaldnosan elfogadott az a hipotézis, miszerint a Ca®* legfontosabb szerepe
termékenyiiléskor a ciklin B szintjének csokkentése. EmlOs petesejtekben a
proteinszintézis folyamatosan zajlik, mialatt a petesejt felkésziil a termékenyiilésre.
Ugy tinik tovdbbd, hogy a folyamatos ciklin szintézis sziikséges a meiotikus
megrekedés fenntartdsdhoz. Ennek koOszonhetd, hogy a proteinszintézis gatlok
eldsegitik a petesejt aktivaldsat egyes fajok, mint példdul egér esetében. Az Ascididk

petesejtjeinél a spermium indukdlta Ca® hulldmok szoros korreldciéban vannak a
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ciklin lebomldséval. Az ismétlédé Ca** hullimoknak fontos szerepe van a ciklin
szintjének hatékony csokkentésében, eloidézve az MPF teljes inaktivaloddsat.
Azonban a leggyakrabban alkalmazott parthenogenetikus aktivadldsi moddszer, az
elektropordcié (magas fesziiltségli egyendrami pulzus alkalmazdsa alacsony
jontartalmi médiumban) csak egyszeri Ca™* szintemelkedést okoz a cytoplazméban,
Ca”™ oszcilldcié nem jon 1étre. Egérben az egyszeri Ca®* szintemelkedés aktivélja az
1dosebb petesejteket, ahol a protein szintézisének kapacitdsa alacsonyabb hatasfoku,
mint a frissen ovuldlt petesejtekben. Szarvasmarha petesejtek esetében hasonld
jelenséget tapasztaltak. Ezekben a petesejtekben az egy elektromos impulzussal
végrehajtott aktivdldas MPF inaktivaloddst eredményez 1 6rdn beliil, azonban két 6ra
elteltével az MPF tjra-aktivalodik, és 6 ora elteltével a kezdeti MlIl-es szintnél is
magasabb aktivitast észleltek. Hirom elektromos impulzus alkalmazdsa esetén az
MPF aktivitdsa csak 4 o6ra elteltével kezdett visszatérni, és hat pulzus képes volt az
MPF aktivitasat legaldbb 8 o6rdig alacsony szinten tartani. A hosszan tartd Ca®*
szigndlok jelentdségét egérkisérletekben bizonyitottdk, ahol pontosan meghatdrozasra
keriilt a Ca®" szintemelkedések pontos szdma, illetve azok hatdsa. Ezek az
eredmények azt mutattdk, hogy az elektromos aktivicié tartama és frekvencidja
meghatdrozza a sejtvélaszt, beleértve az MPF és a MAPK inaktivalédasat is. Az MPF
teljes inaktivdlodasa 24 elektromos pulzus alkalmazasakor kovetkezett be, mig ennél
kevesebb szdmu hulldm indukdldsa esetén az inaktivdlédds hidnya vagy tjra-
aktivalodas volt tapasztalhatd. Sertés petesejtekben az egy 15 psec-os, 180 V/mm-es
elektromos pulzus hatékonyan inaktivélta az MPF-et, de érdekes mdédon csak mintegy
4 6raval az elektromos stimulus alkalmazasa utdn. Kisérleteink sordn mi két egymast
kovetd, 120 V/mm-es, 60 psec-os egyendrami pulzust haszndltunk a meidzis
Ujrainditdsdra a masodik metafdzisban megrekedt petesejteknél. Ezen paraméterek
haszndlata mellett az MPF aktivitdsdnak szignifikdns csokkenését tapasztaltuk 1
ordval a kezelést kovetoen, €s a pronukleusz-képzodés kezdetéig, mintegy 6 Ordn
keresztiil alacsony szinten maradt. Mivel az elektropordcié sordn alkalmazott
fesziilts€ég nagysdga, az elektromos pulzus hossza és az exracellularis Ca®*
koncentriciéja meghatdrozzdk a Ca® szintemelkedés amplitidgjat és hosszat,
megéllapithaté, hogy a Ca®* jelzés karakterisztikdja befolyasoljak az MPF
inaktivdléddsdnak mechanizmusidt. Az elektromos pulzusok dltal indukalt
intracelluldris Ca** szint valtozds hatékonyan csokkenti az MPF aktivitdsat, a cdc2

alegység gitldsa butyrolactone 1 segitségével, vagy a ciklin B szintézésének
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blokkoldsa cycloheximide haszndlatival nem okozott tovibbi véltozast az MPF
aktivitdsdnak szintjében.

A termékenyiilés eldidézi a MAPK inaktivdloddsat is, de az MPF esetén
tapasztalt gyors csokkenés helyett a Mos/MEKI/MAPK/p9ORSk kaszkad még mintegy
30-45 percig aktiv marad. Az, hogy a MAPK inaktivdléddsa az MPF inaktivalédasa
utdn kovetkezik be, arra enged kovetkeztetni, hogy az MII fézisban a sejtciklus
yjraindulasa nem fiigg a MAPK-tol. Egér esetében a MAPK szerepet jatszik a
mikrotubulusok reguldciéjdban valamint a magorsé létrejottében, inaktivalédasa a
petesejt aktivdlodasa utan feltétele a pronukleuszok képzddésének. Fertilizdcié utan
mesterségesen magasan tartott MAPK aktivitds hatdsdra a masodik sarkitest kizarodik
ugyan, de pronukleusz-képzddés nem tapasztalhatd, a petesejt egy tn. MIII fazisba
keriil az MPF inaktivdléddsanak ellenére is. Sertés petesejtek aktivacidja utan a p90RSk
defoszforildlédik (inaktivalédik) roviddel a pronukleusz-képzddés eldtt, ami a MAPK
inaktivicidjét is jelenti, ezzel jelezve, hogy a MAPK kaszkdd szabdlyozé szerepet
jatszik a nukleusz allapotanak szabdlyozasaban és a mikrotubulusok szervezddésében.
Kisérleteink sordan a MAPK aktivitdsdnak véltozdsa egyedi képet mutatott a
kiilonbozd aktivacios mddszerek alkalmazdsa utdn. A csak elektroporalt petesejtekben
a MAPK aktivitdsa jelentésen csokkent az eredeti értékrol egy Ora utdn, és
legalacsonyabb szintjét 3 oraval az elektromos impulzus alkalmazdsa utdn érte el.
Azonban az aktivilast koveto negyedik oratdl az aktivitdsa tjra emelkedni kezdett €s
ezen a szinten maradt a pronukleusz-képzodéséig. A magas MAPK aktivitds a p90RSk
szubsztratjan keresztiil a zavarja a Mytl cdc2 kindzra kifejtett gatlé hatdsat, valamint
a pronukleusz-képzddést, ami nyilvanvaléan kedvezOtleniill hat a korai
embridfejlddésre. A MAPK jra-aktivdlodasdt a kezdeti csokkenés utdn nem
tapasztaltuk, amikor az elektropordciét kovetden a petesejtet butyrolactone I
jelenlétében inkubdltuk. Az aktivitds ezekben a petesejtekben a pronukleusz-
képzodésig alacsony maradt. A butyrolactone I elsddlegesen az MPF aktivitasat
gatolja az ATP kompetitoraként, de elképzelhetd, hogy egy nem-specifikus gétld
hatast kifejt egyéb kindzokra, pl. a MAPK-ra is. Butyrolactone I egyediili hasznalata
fokozatos MAPK inaktivalodéast eredményez (3 draval aktivalast kovetden a MAPK
még aktiv), mig elektroporaciét kovetd alkalmazasa hatékonyan tdmogatta az embridk
blasztociszta stadiumig torténd fejlodését.

Az elektroporacié cycloheximide kezeléssel kombindlva szintén hatdsosan

csokkentette a MAPK szintjét. Az igy aktivélt petesejteknél némi emelkedés
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tapasztalhaté volt ugyan a MAPK szintjében, de a pronukleusz-képz6dés idején a
MAPK aktivitidsa mintegy fele volt csak a kezdeti szintnek. A cycloheximide az
aktivalt petesejtek fejlodésére elonyos hatdst gyakorol a ciklin B képzddés gatlasdval,
ezen proteinszintézis gatld jelenlétében a MAPK foszforilacidja, aktivalodasa
ugyancsak gatolt. A hatékony parthenogenetikus petesejt aktivdlds szempontjabol
sziikséges mind a ciklin B/cdc2, mind a MAPK aktivitdsdnak csokkentését eldsegitd
modszerek haszndlata. A butyrolactone I vagy cycloheximide nélkiili petesejt
aktivalds tokéletlen MAPK inaktivalodashoz vezet, amely egyik lehetséges oka az
alacsony pronukleusz-képzodésnek. Ez lehet egy tovabbi magyardazata a
cycloheximide petesejt-aktivacidra gyakorolt pozitiv hatdsanak. Ezek az eredmények
egybeviagnak azzal a megdllapitisunkkal, mely szerint a pronukleusz-képzddés, az
osztédott embridk ardnya valamint a blasztociszta formdacid szignifikdnsabban
magasabb volt kombindlt aktivicios kezelések esetében, amikor elektroporaciot
kovetden a petesejtek proteinszintézis vagy protein kindz inhibitorokkal lettek
kezelve.

Kovetkeztetésiil megéllapithatd, hogy két egymdst kovetd elektromos pulzus
alkalmazasa hatékonyan inaktivalja sertés petesejtek citoplazméjdban az MPF-et, de a
MAPK aktivitdsa az elektroporaciot kovetd 4. érdra visszadll az eredetihez kozeli
értékre. A tokéletlen MAPK inaktivicid alacsony pronukleusz-képzddésben nyilvanul
meg. A gyors és tartos MAPK inaktivdlodas eldidézhetd fehérjeszintézis- vagy
specidlis protein kindz gatlok elektroporéaciét kovetd alkalmazdsaval. A kombinalt
aktivacios modszerek magasabb pronukleusz-képzOdést is indukaltak, igy ezek a
moédszerek hatékonyan alkalmazhatok sejtmagatiiltetéses kloonozasi protokollok

részeként a petesejtek mesterséges aktivalasara.
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4a.

4b.

4c.

Sertés petesejtek parthenogenetikus aktivacidja sordn a kombindlt aktivéacids
kezelések — melynek sordn a petesejtekben elébb egy Ca®* bedramldst idéziink el
elektropordcié segitségével, majd az elektropordlt petesejteket fehérjeszintézis
vagy cdc2/cdk2 (specidlis protein kindz) inhibitorokkal kezeljik —
eredményesebben stimulaltak embriofejlodést, mint az elektroporacidé egyediili

alkalmazasa.

Parthenogenetikus sertés embriok tenyésztése szempontjabol a PZM-3 médium

eldnyosebb feltételeket képes biztositani, mint az NCSU-23 médium.

PZM-3 tenyésztd oldat alkalmazdsa esetén a 1égtér magas (~20%) oxigén tartalma
nem befolydsolja kdrosan a parthenogenetikus sertés embridk fejlodését. Ily
moédon hagyomdnyos (5% széndioxid plusz 95% leveg6t biztositd) inkubdtorok

haszndlatdval is lehetséges hatékony embridfejlodést elérni.

Az MPF aktivitdsdnak gyors és hatékony csokkenése idézhetd eld
elektropordcioval, két egymast kovetd, 120 V/mme-es, 60 psec-os egyendramu

impulzus alkalmazdsaval.

Az elektropordcié Onmagaban alkalmazva a MAPK aktivitidsanak csokkenését
indukdlja ugyan, azonban a kezdeti csokkenést az enzim gyors udjraktivdléddsa

koveti.

A petesejtek elektroporicidjat kovetden a MAPK aktivitdsdnak tartésan alacsony
szinten tartdsdhoz eredményesen alkalmazhatok a proteinszintézist vagy
cdc2/cdk2 kinazokat géatl inhibitorok. E tény indokolja a kombindlt aktivacids

kezelések magas hatékonysdgat.
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